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Postęp jakiego dokonano w ostatnich 20 latach
w zakresie konstrukcji aparatury spektfofluoro-
metrycznej opartej na technikach komputerowych
spowodował niezwykle szybki rozwój nowych me-
tod badawczych, które nabieraią coraz większego
znaczenia w diagnostyce laboratoryjnej wielu scho-

rzeń. Do nowej generacji metod tej kategor|l należy
cy tometria przepływ ow a umo zli w iająca pr ecy zy jną
ocenę jakościową i iloŚciową elementów morfotycz-
nych we krwi oraz w innym materiale. Podstawą
badania materiału biologicznego ptzy użyciu ana-
ltzatota - cytofluorymetru jest prawidłowo przepro-
wadzona reakcja immunologiczna z właściwymi
przeciwciałami monoklonalnymi. Właśnie produk-
cja i dostępność ptzeciwciał monoklonalnych stały
się bodźcem do rozwoju tej metody badawczej. Główną
za7etą pf zep row a dzęnia analizy c yt ome try c znej j e s t
mozliwość zbadania dużej liczby komórek (kilka-
dziesiąt tysięcy) w różnym materiale biologicznym
(krew, szpik kostny, węzły chłonne, wypłuczyny
pęcherzykowo-oskrzelowe, mleko). Badanie to pro-
wadzi do ustalenia immunofenotypu komórek, co
może być pomocne w diagnostyce chorób układu
krwiotwórczego, chotób płuc, chorób autoimmu-
nizacyjnych i nowotworowych, a takżewrodzonych
i nabytych niedoborów immunologicznych otaz sta-
nów immunosupresji. Metoda ta zastąplła m.in. sto-
sowaną dotychczas ocenę iloŚci limfocytów T przy
pomocy testu rozetkowego i poszerzyła badania
immunofluorescencyjne przy użyciu mikroskopu
fluorescencyjnego (5).

Ponadto przy pomocy cytometrli przepŁywowej
można określić stan czynnościowy pojedynczych
komórek i ich substruktur poprzęzpomiar zawartości
DNA, poszukiwanie ekspresji określonych białek i
sekwencj i nukleotydów RNA, obserw acj ę aktyw acj i
komórek czy wreszcie opis mechanizmów śmierci
komórki (7, 10).

Anal iza subpopulacj i limfocytów
knri obwodowej ptzeżuwaczy
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autorów (2, 3,6, 8, 11).

Materiał i metody

Jako markera limfocytów T użyto antygenu powierzch-
niowego CDz (CD - cluster of differentiation) rozpozna-
wanego u badanych gatunków przeżlwaczy (9). Marke-
rem limfocytów T-p omo cniczy ch j e st cząstec zka CD 4, a
T-cytotoksyc znychlsupre s oro wych cząsteczka CD 8 . Lim-
focyty B rozpoznawano przy pomocy przeciwciała mono-
klonalnego anty-B-B2 wiązącego się z cząsteczką analo-
giczną do ludzkiego CD19, natomiast komórki nie-T i
nie-B czyli ,,null" przy pomocy przeciwciała WC1 - N2.

Badania przeprowadzono na dorosłych, klinicznie
zdrowych ptzeżlwaczach (8 krowach rasy ncb, 8 owcach

- wrzosówkach i 18 kozach rasy saaneńskiej).
Wyniki podstawowych analiz hematologicznych i bio-

chemicznych krwi obwodowej tych zwierząt mieściły się
w zakresach wartości prawidłowych.

Do analizy populacji leukocytów i subpopulacji limfo-
cytów uzywano przeciwciał monoklonalnych wypro-
dukowanych przez VMDR Inc. Pullman (USA), których
charakterystykę zamieszczono w tabeli 1 (4), Dla wyod-
rębnienia limfocytów niezbędne było umieszczenie w pa-

nelu prób opisujących leukocyty krwi zwierzęcia, tzw.

,,leukogate", czyli probówki zawierajacej przeciwciało
anty-CD45 (a w odniesieniu do owcy, eksperymentalnie
uzyto anty-CD45R). Rózne populacje leukocytów mają
rózną ekspresję powierzchniowego antygenu CD45 (fo-
sfatazy białkowej), co pozwala wykreślić okna (gates) dla
limfocytów, monocytów i granulocytów. Pomocne w tym
jest tez przeciwciało anty-GM1 wiążące się z granulocy-
tami i monocytami (zblizone do ludzkiego antygenu CD14
na monocytach). Komórki w oknie limfocytów można
równiez zlokalizować na wykresie FSC/SSC (ryc. 1).

Tab. 1. Zestawienie przeciwciał monoklonalnych używanych

FSC (l) ys SSC (2)

g 255

Ryc 1. Rozkład populacji leukorytów na przykładzie krwi obwodowej kozy

Próba kontrolna zawięrała wyłącznie komórki i przeciw-

ciała nieznakowane. Limfocyty T i B określano parą prze-

ciwciał monoklonalnych : anty-CDż i anty -CD 19 (ry c. 2),

analogicznie limfocyty pomocnicze i cytotoksycznelsu-
presorowe parą: anty-CD4 i"anty-CD8 albo anty-CD} i
anty-CD4 oraz anty-CD2 i anty-CD8 (ryc. 3), Natomiast

komórki,,null" oznaczono j ednym przeciwciałem.
Reakcje immunocytochbmiczne przeprowadzano rn€-

todami: bezpośrednią i pośrednią. Przy zastosowaniu w

tej samej próbie pary przeciwciał monoklonalnych o jedna-

kowych izotypach wykorzystywano metodę bezpośrednią,

w której używano przeciwciała monoklonalnego połączo-

nego z fluoresceiną - FITC (12). Drugie przeciwciało
było biotynylowane twiązane w dodatkowej inkubacji ze

Streptawidyną znakowaną fikoeryĘną (PE) (Becton-Dic-

kinson). Jeżel1,1lżywano w tej samej próbie pary przeciw-
ciał monoklonalnych o róznych izotypach, np. IgGl i
IgM, stosowano metodę pośredniego wiązania z odpo-

wiednim fl uorochrom em poprzez dodatkowe przeciwcia-
ło monoklonalne skoniugowane z FITC lub PE (MEDAC,
Niemcy).

w badaniach immunofenotypów limfocytów krwi obwodowej

przpciwcinła monoklonalne [mmunofenoĘpy
limfocytów

IzoĘp
przeciwciała

Gatunki zwierząt

Klon hybrydoma bydło (Bo) owce (Ov) kozy (Go)

CACTB5lA
CD45+

IgGŻ +

BAGB2OA IgGl +

Gc64 CD45R+ IgM +

DH59B GMl (SWC3)+ IgG1 + + +

MUC2A CDZ+ IgGZ + + +

Gc5OA1 CD4+ IgM + + +

CACT8OA CD8+ IgG1 + + +

BAQ44A B-B2 (BoCD19+) IgM + + +

BAQ4A WCl-N2 (.,null")+ IgG1 + + +
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(3) vs Ft2 (4) Ftl (3) vs Ft2 (4) Ft1 (3) vs Ft2 (4)

Znakowaniakomórek dokonywano we krwi pełnej żyl-
nej (I07o EDTA) w objętości, 50 pl poprzez dodanie
przeciwciał monoklonalnych i inkubację przez 15 min. w
temperaturze pokojowej. Nadmiar przeciwciał niezwią-
zanych z komórkami wypłukiwano 2 ml PBS z I)Vo ACD,
0,27o NaN:, 10 mM EDTA, żVo surowicą końską pozba-
wioną IgG i wirowanie 5 min. przy 150 g. W ana|ogiczny
sposób przeprowadzano reakcje z kolejnymi przeciwcia-
łami monoklonalnymi, po każdej inkubacji odpłukując
komórki z resztekprzeciwciał monoklonalnych. Po zwią-
zaniu anty genów powierzchniowych z przeciwciałami
połączonymi z fluorochromami lizowano erytrocyty przy
pomocy FACS -.lysing Solution (Becton-Dickinson). Po-
zostałe błony erytrocytarne wraz z uwolnioną hemoglo-
biną wypłukiwano PBS z I}Vo ACD,0,27a NaN: i 10 mM
EDTA. Po odwirowaniu komórki zawieszano w PBS z
żVo formaldehydem.

Odczytu wyników dokonywan o przy uzyciu cytometru
przepływowego FACStrak (Becton-Dickinson) i progra-
mu sterującego zbiorem danych SimulSET. Analizę cyto-
metryczną przeprowadzano przy użyciu programów PC-
-LYSYS oraz winMDI. Prawidłowość odczytu i interpre-
tacji wyników była kontrolowana w testach CEQUAL -
- międzynarodowym programie standaryzacji laborato-
riów cytometry czny ch, potwierdzanych certyfikatami.

Analizę statystyczną wyników przeprowadzono przy
użyciu testu t-Studenta.

Ryc. 2. Analiza cytometryczna obrazu fluorescencji limfocytów CD2 i CD19 pozytywnych (bydło, owce, kozy)

Ryc. 3. Analiza cytometryczna obrazu fluorcsce ncji limfocytćlw CD4 i CD8 pozyĘwnych (bydło, owce, kozy)

Wyniki i omówienie

Uzyskane wyniki przedstawiono w postaci śred-
nich wartości odsetka i liczb bezwzględnych wraz
z odchyleniami standardowymi, co daje ogólny po-
gląd o wartościach prawidłowych poszczególnych
subpopulacji limfocytów porównywanych gatunków
przeżlJwaczy.

Analizując wyniki limfocytów CDZ+ u tych zwle-
rząt, statys ty cznte istotną,' nlższą warto ŚĆ odsetkow ą
stwierdzono u kóz w porównaniu do pozostałych
gatunków. Wartości bezwzględne liczby tej popu-
lacji komórek nie różnią się istotnie zę względl na

Tab.2. Odsetek i liczba poszczególnych subpopulacji
limfocytów we krwi obwodowej bydła (x + s; n = 8);

ogólna liczba limfocytów = 4,43ł 0,40 G/l

Ftl (3) vs F[2 (4)Ftl (3) vs F[2 (4) Ftl (3) vs Ft2 (4)

Subpopulacje
limfocytów Odsetek Liczba x109/l

BoCD2+ 60,88 + 6,38 3,20 + 1,38

BoCD4+ 36,13 + 3,44 I,60 + o,22

BoCD8+ 21,63 + 4,37 0,96 + o,23

BoCD4+ : BoCD8+ I,67 1,6,7

B-B2 (BoCD19+) 20"l5 + 2,92 0,92 t0,I7

WCl-N2 (,,null")+ 5,63 !0,92 0,ż5 !0,04
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Tab. 4. Odsetek i liczba poszczególnych subpopulacji
limfocytów we krwi obwodowej kóz (x + s; n = 8);

ogólna liczba limfocytów = 8,08 + 2,|7 Gl|

Tab. 3. Odsetek i liczba poszczególnych subpopulacji
limfocytów we krwi obwodowej owiec (x+s; n=8);

ogólna liczba limfocytów = 4,18 + 2,48 G^

wyższau kóz. Równocześnie wykazano istotnie niz-
sz'e wartości odsetka limfocytów nie-T, nie-B ukóz
w pofównaniu do bydła i owiec, Wartości limfocy-
tów B, jak i komórek,,null" u omawianych gatunków
zw |erząt stanowią ory ginalne wyniki.

Przeprowadzone badania wykazały przydatność
zastosÓwanej metody w fenotypowaniu komórek
Zw]lerząt.
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Objaśnienia: różnice statystycznie istobe w porównaniu do wyńków

tych subpopulacji limfocytów bydła, przy *p < 0,05, **p < 0,01,
***p < 0,001; różnice statystycznie istotne w porównaniu do .wy-
ników tych subpopulacji limfocytów owiec, przy up 

< 0,05, bp 
<

< 0,01, cp 
< 0,001.

Znacznte wyższą |iczbę limfocytów l kóz (tab. 2,

3, 4). Davis i wsp. wykazali nlższy odsetek tej

Subpopulacje
limfocytów

Odsetek Liczba x109/l

OvCD2+ 63,88 t 14,15 2,64 t I,86

OvCD4+ 39,25 + 6,41 1,67 !1,|,7

OvCD8+ ż3,25 + 9,1o 0.93 + 0,76

OvCD4+ : OvCDS+ I,69 1,80

B-B2 (OvCD19+) 23,88 +,l ,I4 0,96 i 0,50

WCl-N2 (,,null")+ 6,88 + 3,98 0,32!0,ż6

Subpopulacje
limfocytów

Odsetek Liczba x109/l

GoCD2+ 41,06 t 16,46**ł.c 3,2,7 t 1,09

GoCD4+ Ż6,'72+ 4,o8***c 2,13 + 0,56*

GoCD8+ 14,6':. + 5,84**b 1,16t0,5l

GoCD4+ : GoCD8+ 1,82 l,84

B-B2 (GoCD19+) 29,33 + 6,23** 2.38 + 0,80***c

WCl-N2 (,,null")+ 2,33 tż,30**b 0,20 tO,ż3

PALACIO J., LISTE F., GASCON M.: Enzymuria
jako wskaźnik uszkodzenia nerek w przebiegu leish-
maniozy u psów. (Enzymuria as an index of renal
damage in canine leishmaniasis). Vet. Rec. I40,4'77-
480, 1997 (18)

Przebadano aktywność aminopeptydazy alaninowej, 1-glutamylo-
wej transpep tydazy, fosfatazy zasadowej, N-acetylo- P-D- glukoza-

minidazy, P-glukurońdazy w moczu 15 psów zarłżonych leishmaniozą

olaz w moczu 8 zdrowych psów. U zarńonych psów poziom azotu

mocznikowego (mmoVl-), kreatyniny (pmoVl-) w surowicy krwi wy-

nosił odpowiednio 1,4+0,5 oraz9],2+8,8, a u psów zdrowych 1,4L{,3

i 79,6+17,7. W moczu chorych psów poziom białka wynosił ż,9 gll,
stosunek białka w moczu do kreatyniny 2,ż, aktywność (/gCr) ami-

nopeptydazy alaninowej 2,6D,,7, y-ghiamylowej transpepĘ dazy 61 +7 1,

fosfatazy zas adow ej 83+I 44, N- acetylo- P-D - glukozaminid azy 5Oń1,

B-glukuronidazy 17+13. U zdrowych psów aktywność tych enzymów

wyno siła odpow iednio 1,3tt.,2; l 2,9+ 4,8 ; I 5,I+ 1 3,2; 6,4+1,8 j 5,3!2,6,

Aktywność enzymatyczna moczu odzwierciedla dość dokładnie za-

kres uszkodzenia nerek.

CBCI L., KIRVAR E., CoRBLLIU G., BROWN D.,

SASANBLLI M., SPARAGANO O.: Dane wskazujące

na zarażenie bydła w południowych Włoszech przez
Theileria buffeli. (Evidence of Theileria buffeli infec,
tion in cattle in Southern Italy). Vet. Rec. 140, 581-

-583, 1997 (żż)

W czerwcu 1995 r. wystąpiły u bydła na terenie Apulii objawy

wskazujące na theileriozę. Na czoło objawów klinicznych wysuwała

się gorączka, utrata łaknienia, wychudzenie, zaburzenia w przeżuwa-

niu, bladość błon śluzowych. Badanie laboratoryjne wykazało silną

niedokrwistość, anizocytozę, poikilocytoze i leukopenię. Identyfika-

cję gatunku Theileria opalto o badanie form pasożyta obecnych w

erytrocytach bydła z klinicznymi objawami choroby oraz o wyniki

badań serologicznych surowic 8 krów w teście IFAT. Miano swois-

tych przeciwciał dla 7. buffei w surowicach krów z klinicznymi ob-

jawami choroby wynosiło od 1:640 (2 krowy) do 1:2560. U 5 krów

u których choroba przebiegała w postaci subklinicznej miano prze-

ciwciał wahało się od 1:160 do 1:640.
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